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研究成果の概要： 
タンパク質に対する人工高分子レセプターをモレキュラーインプリンティングの手法を用いて

合成し、表面プラズモン共鳴センサーによるタンパク質のセンシングに応用した。また、蛍光

性の重合可能な金属錯体モノマーを用いて情報発信型タンパク質インプリントポリマーを合成

し、蛍光変化でタンパク質の結合イベントが読み出せることを示した。さらに、異なるタンパ

ク質を認識するインプリントポリマーを用いてアレイフォーマットでタンパク質を検出したと

ころ、多変量解析を用いることで明快に認識できることがわかった。 
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１．研究開始当初の背景 

従来、タンパク質は、抗原抗体免疫反応を
用いて検出してきた。これは特異性および感
度の高い方法であるが、反面、抗体や標識の
ための酵素が、生物由来であるがゆえに、安
定性、保存性、コストなどに難があり、その
ため用途や適用範囲が限られるという問題
がある。そこで本研究では、生物由来の抗体
材料に代わる人工高分子レセプターを開発
する。本研究により、従来の抗体を用いる手
法と比べて、極めて容易にタンパク質認識材
料が合成可能となり、半永久的に保存でき、

低コストのセンサーの構築が期待できる。  
２．研究の目的 

モレキュラーインプリンティング技術を
用いて、タンパク質人工高分子レセプターを
作製する。標的タンパク質が結合すると、表
面プラズモン共鳴（SPR）現象の変化を生じ
るタンパク質認識人工高分子レセプター基
板を作成し、タンパク質センサーチップを作
成する。このタンパク質センサーチップを用
いて、表面プラズモン共鳴センサーを構築す
る。 
また、蛍光で情報を発信する情報発信型タ
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ンパク質インプリントポリマーを合成し、タ
ンパク質の結合情報の読み出しが可能かど
うか検討する。 

さらに、異なる標的タンパク質を認識する
人工高分子レセプターを合成し、人工高分子
レセプターアレイフォーマットによりタン
パク質の認識が行えるかどうか検討する。さ
らに、多数の結合情報を処理して、どのよう
なタンパク質が含まれるかを推定するため
の新しい多変量情報処理法を開発する。 

 
３．研究の方法 
①タンパク質インプリント SPR センサー 

モデルタンパク質としてリゾチーム、機能
性モノマーにはアクリル酸を用いて合成し
たインプリントポリマーセンサーチップを
作成するための最適化を行い、機能性モノマ
ー量、緩衝液 pH、緩衝液種類、塩濃度、タン
パク質濃度の最適条件を見出す。最終的に表
面プラズモン共鳴（SPR）タンパク質センサ
ーの構築を行う。 
②情報発信型タンパク質インプリントポリ
マー 

本研究では、タンパク質のリガンドとなる
蛍光発色団と金
属錯体を有する
機能性モノマー
を合成し、これ
を用いたタンパ
ク質インプリン
トポリマーを調
製する。 
 
③タンパク質インプリントポリマーアレイ 

機能性モノマーとしてアクリル酸（AA）あ
るいはジメチルアミノエチルメタクリレー
ト（DMA)、非特異的吸着を抑えるための親水
性コモノマー、および親水性架橋剤を用いて、
シトクローム C、リボヌクレアーゼ A 、ラク
トアルブミンを鋳型分子に用いたインプリ
ントポリマーおよびタンパク質を加えない
ブランクポリマーの計 4種類のポリマーを合
成する。 
 
４．研究成果 
①タンパク質インプリント SPR センサー 

テンプレートにはモデルタンパク質とし
てリゾチームを、機能性モノマーにはカルボ
キシル基を有するアクリル酸を選択し、イン
プリントポリマーの合成を行った。このとき、
タンパク質と機能性モノマーは静電的相互
作用で結合するため、ポリマー表面の電荷量
が結合に重要な役割を果たすのではないか
と考え、機能性モノマーであるアクリル酸の
割合を変化させたインプリントポリマーを
合成し、機能評価を行った。その結果、機能
性モノマーを５当量添加した場合に最高の

特異性を示し、目的のインプリントポリマー
が合成可能であることが示された。結合特異
性を高めるためには、適切な機能性モノマー
の割合を選択することが重要であることを
明らかにした。 
インプリントポリマーを用いた表面プラ

ズモン共鳴（SPR）センサーの構築を行った。
機能性モノマー量、緩衝液 pH、緩衝液種類、
塩濃度、タンパク質濃度の最適化を行い、イ
ンプリントポリマーで高い選択性を実現し
た。弱い静電的な相互作用による非特異的吸
着の低減を目指し、塩濃度を変化させること
によるインプリントポリマーのタンパク質
吸着能の変化を検討した。さまざまな濃度の
塩溶液中でポリマー合成を行った。SPR 装置
により合成したポリマーのスクリーニング
をさまざまな濃度の塩溶液中で行った。その
結果、インプリントポリマー合成時に塩を加
えることで結合特異性を向上できることが
わかった。さらに、再結合実験時に塩を加え
ることで選択性が向上した。これはインプリ
ントポリマーの合成時に塩強度をかけるこ
とにより、リゾチームとアクリル酸の結合の
うち、不安定な弱い結合が阻害され、この結
果得られた安定な結合サイトのみが形成さ
れることにより、結合特異性が向上したと考
えられる。また、再結合実験の緩衝液中で塩
強度をかけることにより、インプリントポリ
マーへのタンパク質の弱い結合や非特異的
吸着が抑制され、特異的結合が顕在化したと
考えられる。これらの結果より、SPR 装置で
タンパク質の検出が可能となり、直接かつリ
アルタイムに結合量を測定することが可能
となった。簡便、かつ短時間で測定が可能な
バイオセンサーへと応用が期待される。 
タンパク質結晶を鋳型とするインプリン

トポリマーの合成を行った。これまでタンパ
ク質のモレキュラーインプリンティング法
の試みはいくつかなされており、結合特異性
を持ったインプリントポリマーが合成され
ている。しかし、その結合特異性は低く、抗
体の代替となるような人工系を確立するた
めには、インプリントポリマーの結合特異性
を向上させることが大きな課題である。本研
究では、従来のバルク水溶液系における溶液
重合の手法に代わり、タンパク質結晶をテン
プレートする結晶インプリント法を提案し
た。自由度が大きな溶液中と異なり、結晶状
態では個々のタンパク質分子の分子運動が
抑制されているため、モレキュラーインプリ
ンティングにより正確な鋳型が取れ、結合特
異性が向上できると期待される。結晶インプ
リントのためのテンプレートとしてリゾチ
ーム結晶を選択した。まずリゾチームの結晶
化条件を検討し、再現性よく効率的にリゾチ
ーム結晶を得る手法を確立した。次に、得ら
れたリゾチーム結晶をテンプレートとして
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インプリントポリマー薄膜を作製した。セル
ロース膜上に析出させたリゾチーム結晶と
センサーチップとの間に、機能性モノマーお
よび架橋剤を含む水溶液を挟んで重合する
ことで目的のポリマー薄膜を得た。この結晶
インプリントポリマーとタンパク質との結
合量を SPR 装置により測定し、結合特異性を
評価した結果、水溶液中の自由度の高い状態
のリゾチームをインプリントしたインプリ
ントポリマーに比べ、結晶インプリントポリ
マーではリゾチームに対する結合特異性が
向上した。このことから結晶インプリント法
により、目的タンパク質に対する高い親和性
と特異性が獲得できることが示された。以上
の知見より、タンパク質のインプリントポリ
マーにおいては、テンプレートの鋳型を正確
に取ること、およびインプリントによりポリ
マーに形成された結合部位の損傷を抑える
ことが結合特異性向上に重要であることを
明らかにした。 
②情報発信型タンパク質インプリントポリ
マー 

リボヌクレアーゼをモデル標的分子とし
て、新規蛍光性金属錯体モノマーを用いてモ
レキュラーインプリンティングを行った。 

まず、合成した金属錯体モノマーを用いて、
SPR センサーチップ上にリボヌクレアーゼイ
ンプリントポリマーを合成した。このインプ
リントポリマー被覆 SPRセンシングチップを
用いて SPR シグナルを測定したところ、リボ
ヌクレアーゼに対してより高い親和性と選
択性を示した。結合の際、塩強度を増加させ
ると急激に吸着能が減少したことと、モノマ
ーなしでは結合能がなかったことから、タン
パク質は疎水性相互作用で非特異的に吸着
しているのではなく、モノマー由来の金属錯
体と相互作用していることが示唆された。 

蛍光色素としてダンシル基を導入した重
合性官能基をもつ金属錯体モノマーとリボ
ヌクレアーゼで滴定実験を行ったところ、リ
ボヌクレアーゼに対し波長変化を伴いなが
ら蛍光変化を示した。このモノマーを用いて
リボヌクレアーゼ、リゾチーム、トリプシン
のインプリンティングを行ったところ、それ
ぞれのインプリントポリマーは対応する鋳
型タンパク質に対しより蛍光強度が増加し
た。このように、標的タンパク質に応答する
インプリントポリマーアレイが構築可能で
あることが示唆された。 
③タンパク質インプリントポリマーアレイ 

複数のタンパク質インプリントポリマー
の結合情報から、タンパク質の識別が可能か
どうか検討した。アクリル酸（AA）あるいは
ジメチルアミノエチルメタクリレート（DMA）
を機能性モノマーに用い、シトクローム C、
リボヌクレアーゼ A 、ラクトアルブミンを鋳
型分子に用いたインプリントポリマーおよ

びタンパク質を加えないブランクポリマー
を合成し、それぞれのポリマーについて、シ
トクローム C (Cyt)、ミオグロビン (Myo)、
リボヌクレアーゼ A (Rib)、ラクトアルブミ
ン (Lac)、アルブミン(Alb)の 5 種類のタン
パク質の吸着量をみたところ、それぞれのポ
リマーは、鋳型タンパク質に対し最も吸着量
が多く、インプリント効果が認められた。こ
のデータを多変量解析のひとつである主成
分分析により解析し、結果を三次元プロット
した｡その結果，それぞれのタンパク質が、
三次元グラフ上できれいに分割できること
が分かった。これらのインプリントポリマー
をアレイ化して、同様のデータ処理をするこ
とで、人工材料を用いた新しいコンセプトの

プロテインチップが出来る可能性が示唆さ
れた｡ 
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